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Resumen

La melina es una especie forestal con una alta calidad maderable y de
importancia econémica para diferentes paises tropicales como
Colombia. No obstante, existe poca informacién acerca de su genética,
lo cual es pertinente en programas de mejoramiento.

Con el fin de determinar el tamafo del genoma de Gmelina arborea
(valor C), se obtuvieron suspensiones nucleares a partir de hojas, las
cuales se analizaron mediante citometria de flujo. Para la obtencion de
suspensiones acuosas de nucleos, se evaluaron cuatro buffers de
extraccion, de los cuales, el buffer LBO1 produjo poblaciones nucleares
intactas y con mayor homogeneidad. Se analizaron tres especies
vegetales como posibles estandares para la determinacion del valor C;
utilizando tomate como estandar referente, se obtuvo un valor C para
melina de 467 Mpb. Este es el primer reporte relacionado con la
estimacion del valor C en melina, por lo que se genera asi informacion
importante para incrementar el conocimiento relacionado con esta
especie.
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Determinacion del tamarfio del genoma de Gmelina arborea Roxb Navarro-Guzméan, M.A., Jove-Chipana,
Yaya-Lancheros, M.L. y Teran, W.

Abstract

Melina, also known as white teak, is a species of high timber quality
and economic importance for different tropical countries like Colombia.
However, information about its genetics is scarce, which is relevant for
breeding programs. In order to determine the genome size of Gmelina
arborea (C value), nuclei suspensions were obtained from leaves, and
analyzed using flow cytometry. To obtain agueous nuclei suspensions,
four extraction buffers were evaluated, LBO1 buffer produced intact
populations with greater homogeneity. Three species were analyzed as
possible reference standards for the determination of the C value;
using tomato as a reference species, a C value for melina of 467 Mpb
was obtained. This is the first report related to the estimation of the C
value in Gmelina arborea, generating important information to increase
knowledge related to this species

Keywords: C-value, fluorescence, nuclei isolation.

INTRODUCCION

La melina Gmelina arborea Robx, también conocida como teca blanca,
es una especie arbdrea nativa del sur de Asia, de alta importancia
econdmica en distintas areas tropicales y subtropicales de Asia y
América, especialmente en paises como Costa Rica, Venezuela y
Colombia (Dvorak, 2004; Urrego, 2004). La especie presenta
caracteristicas como el rapido crecimiento, siendo productiva entre los
3 y 4 afos, alta producciéon de biomasa (20-25 ma3.hal.afio?) y
potencial de su biomasa lignocelulésica como fuente de
biocombustibles (Dvorak, 2004; Gonzalez-Rojas, Murillo-Cruz y Avila-
Arias, 2016; Moya y Tomazello, 2006; Tenorio, Moya, Arias-Aguilar y
Briceno-Elizondo, 2016). Su madera ha sido utilizada principalmente
en la elaboracién de productos como contrachapados y carton
corrugado; aunque, también se ha demostrado su utilidad en el
establecimiento de sistemas agroforestales y programas de
reforestacion. Ademas, se ha reportado que la melina presenta
naturalmente tolerancia a estrés hidrico, una caracteristica de alto
interés agrondmico (Dvorak, 2004; Rojas, Moreno, Melgarejo vy
Rodriguez, 2012).

En Colombia compafiias como Monterrey Forestal y Smurfit Kappa
Carton de Colombia han establecido plantaciones comerciales
principalmente en la zona del caribe seco tropical, Chocé, Uraba, y
también en zonas del interior como Cundinamarca y Tolima. Estas
zonas, principalmente las del Caribe, estan sometidas anualmente a
épocas de déficit hidrico, por lo cual el desarrollo de investigaciones
que emplean estrategias gendmicas para la identificacién de genes de
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tolerancia a sequia u otros genes de interés constituye una oportunidad
para impulsar el establecimiento de programas de mejoramiento
avanzados para esta especie, ademas de contribuir en un mayor
conocimiento de su biologia, frente a estas u otras respuestas
complejas.

El contenido de ADN haploide del genoma de un organismo se conoce
como valor C (Dolezel, Greilhuber y Suda, 2007; Dolezel y Greilhuber,
2010), y su determinacion es importante en distintas areas de
investigacion como taxonomia, sistematica y filogenia, asi como para
aproximaciones gendmicas o0 de gendmica funcional como la
transcriptomica. Ademas de estimar el tamarfio del genoma, el valor C
también permite analizar los niveles de ploidia de la especie, asi como
el ciclo celular (Bennett, 2005; Dolezel y Greilhuber, 2010; Vrana,
Capal, Bednarova y Dolezel, 2014).

Para la estimacion del valor C frecuentemente se utiliza la citometria
de flujo, método basado en la medicion de la intensidad de la
fluorescencia relativa emitida por un agente fluorescente ADN-
selectivo y estoquiométrico como yoduro de propidio o DAPI (4 ',6-
diamidino-2-fenilindol) (Dolezel et al., 2007; Sliwinska, 2018). Este
método ha demostrado ser rapido, confiable y permite procesar
grandes cantidades de muestras en poco tiempo. Como muestras se
utilizan generalmente ndcleos en suspension liquida, aislados de tejido
vegetal fresco y tefidos con el agente fluorescente (Vrana et al., 2014,
Bourge, Brown y Siljak-Yakovlev, 2018), lo cual requiere una etapa de
optimizacion de los protocolos de extraccion para lograr obtener una
poblacibn homogénea de nucleos intactos. Para determinar el
contenido de ADN en unidades absolutas, picogramos (pg) o
megapares de bases (Mpb) (1 pg = 978 Mpb), se compara la intensidad
de la fluorescencia de los nucleos vegetales de la especie de interés
durante la fase del ciclo celular GO/G1 (representa el contenido de ADN
2C en una especie diploide) con la intensidad de fluorescencia GO/G1
de los nucleos de una especie de referencia con tamafo de genoma
conocido y empleada como estandar (Dolezel, Dolezelova y Novak,
1994; Dolezel, 2005). Mediante esta técnica se puede obtener
informaciéon de amplia utilidad en diferentes areas como sistematica,
evolucion, fitomejoramiento o gendmica (Aliyu, 2012). A pesar de la
importancia que implica determinar el tamafo del genoma para una
especie, Pellicer, Hidalgo, Dodsworth y Leitch (2018) indican que solo
se han reportado valores C para cerca de un 3 % de las angiospermas
y un 41 % de las gimnospermas.
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La melina es una especie diploide con 38-40 cromosomas (Prota,
2018). No obstante, a pesar de su importancia econémica como
especie maderable en el tropico, son aun incipientes las investigaciones
existentes a nivel genético, filogenético o de genémica funcional que
permitan un mayor desarrollo de programas de mejoramiento. En este
articulo se reporta por primera vez la estimacion del tamafo del
genoma haploide de la melina, empleando citometria de flujo. Se
describe igualmente una metodologia sencilla que puede ser replicada
a otras especies con el mismo objetivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para la obtenciéon de muestras se utilizaron plantulas de G. arborea de
aproximadamente dos semanas de edad, las cuales fueron germinadas
a partir de semillas comerciales, y mantenidas en condiciones de cuarto
de crecimiento a una temperatura promedio de 28°C y fotoperiodo de
14h luz/10h oscuridad. Como especies estandar previamente
reportadas en la literatura (Dolezel, 2005), se utilizaron plantulas
obtenidas a partir de semillas de soya Glycine max cv Polanka (valor
2C= 2.50 pg), tomate Solanum lycopersicum cv ‘Stupické (valor 2C
1.96 pg) y rdbano Raphanus sativus cv ‘Saxa’ (valor 2C= 1.11 pg)
(Dolezel, 2007).

Las semillas se germinaron en oscuridad, a una temperatura de 25°C;
posteriormente, las plantas se mantuvieron en cuarto de crecimiento a
25°C y con fotoperiodo de 14h luz / 10 h oscuridad.

Aislamiento de nucleos y evaluacion de buffers de
extraccion

Se tomaron entre 50 y 100 mg de tejido foliar proveniente de las
diferentes especies. Las muestras se maceraron en distintos buffers
reportados previamente como utiles en la obtencion de nudcleos para
andalisis de citometria de flujo (tabla 1). La maceracién se realizé en
hielo utilizando una hoja de cuchilla de rasurar y 1 mL de cada tipo de
buffer, de acuerdo con las recomendaciones indicadas por Dolezel
(2007).
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Tabla 1. Composicion de buffers de lisis evaluados

Buffer Composicion
OTTO (Otto, 1990). Se utilizan dos bufters para la extrac- OTTO I: Na2HPO4.12H20 (pH 8-9)
cion de nicleos. OTTO II: 0.1 M 4cido citrico; 0.5 % Tween 20
LBO1 (Dolezel et al., 1989) 15 mM Tris; 0,5 mM espermina tetrahidroclorido; 80mM
KCI; 20 mM NacCl: 0.1 % triton X-100.
(Loureiro, Rodriguez, DoleZel. y Santos, 2006) 0.2 M Tris. HCI; 4mM MgCI2; 2 mM EDTA; 80 mM
NaCl; 10 mM metabisulfito de Na; 1 % PVP: 1 % Triton
X-100
(Lutz, Wang, Zdepski y Michael, 2011) 0.4 M sacarosa; 10mM Tris pH 8; 10 mM MgCI2; SmM

B-mercaptoetanol.

La suspensién de nucleos fue ajustada a un volumen de 1 ml con el
mismo buffer y fue filtrada a través de una malla de nailon de 30 um.
Para evitar la contaminacion con RNA, se adicion6 RNAsa en una
concentracion de 50 pg. mi~i. Los nucleos fueron posteriormente
tenlidos con el agente fluorescente Picogreen ® (10 uM), el cual
presenta alta afinidad por el ADN doble cadena, y se incubaron en
oscuridad por 30 minutos en hielo. Luego se analizé cualitativamente
la presencia, densidad e integridad (forma circular nitida) de los
nucleos extraidos empleando un microscopio de fluorescencia invertido
(Axiovert 25, Zeiss). Esta evaluacion de la calidad e integridad de los
nudcleos extraidos fue complementada por el andlisis de citometria
descrito de manera posterior.

Evaluacion de los nucleos vegetales y determinacion del valor
C por citometria de flujo

Para la determinacion del valor C de melina por citometria de flujo se
empled el protocolo de extraccion de nucleos descrito anteriormente,
utilizando como agente fluorescente para la tincion yoduro de propidio
(50 uM); previamente, la suspension nuclear fue tratada con RNAsa
(50 ug mL—1) y se incubd con el agente fluorescente en oscuridad
durante 30 minutos en hielo.

Las suspensiones nucleares fueron posteriormente analizadas en un
citbmetro Guava easycyte®, utilizando un laser de luz azul para la
excitacion del yoduro de propidio a 536 nm. Las lecturas se realizaron
en el canal de fluorescencia amarilla (583/26 nm), utilizando cerca de
5000 particulas por lectura, y realizando 3 réplicas independientes para
cada especie.

Para la seleccion de la especie que se emplearia como estandar, se
compararon los picos de fluorescencia GO/G1 de muestras de nucleos
de soya, rabano y tomate.
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La estimacion del tamafio de ADN en cantidades absolutas
(picogramos) fue obtenida de acuerdo con Dolezel (2007), comparando
los valores promedio de Ilos picos de fluorescencia GO/G1l
correspondientes a la muestra de referencia (tomate) y la muestra de
melina en la cual el contenido de ADN corresponde al valor 2C. El
célculo se realiz6 mediante la siguiente formula:

Valor 2C de la muestra (pg o Mpb de ADN)
Posiciéon media del pico 2C de la muestra

= Valor de ref ia 2CX
alorde referencia Posicion media del pico 2C de referencia

RESULTADOS
Aislamiento de nucleos y seleccion de la especie de
referencia

Se evaluaron cuatro buffers distintos para la extracciéon de nucleos
(tabla 1). En la mayoria de las suspensiones se encontré gran cantidad
de detrito en las muestras de melina, comparado con las referencias;
aun asi, en todos los casos se lograron obtener nucleos. Sin embargo,
el buffer LBO1 fue el que permitié obtener los nucleos de melina mas
definidos, lo que reflej6 una mejor integridad en los mismos. Este
buffer también fue apropiado para la extraccion de nucleos de las
diferentes especies empleadas como estandares (figura 1).

25 pm

Figura 1. Ndcleos de a) Glycine max (soya) y b) Gmelina arborea (melina)
obtenidos mediante el uso del buffer de extraccion LBO1. Los nucleos fueron tefidos
con PicoGreen y diluidos en una relacién 1/50 en buffer para evaluar su integridad
mediante microscopia de fluorescencia (aumento 200X).
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Al observar la dispersion de las poblaciones de nucleos obtenidas con
los buffers OTTO, Loureiro y Lutz, mediante citometria de flujo, se
corroboré la presencia de una gran cantidad de detrito evidenciada por
una poblacién heterogénea de particulas con tamafios reducidos,
acompafnada de wuna ausencia de subpoblacion de particulas
diferenciadas al afadir el agente fluorescente (figuras 2a-2f). Lo
anterior generd una baja o nula definicion de los picos de fluorescencia
asociados a nucleos presuntivos.

Sin embargo, al utilizar el buffer LBO1, se obtuvieron poblaciones de
nucleos diferenciadas de la poblacion de particulas no tefnidas (detrito)
y a su vez, una menor cantidad de detrito tanto en muestras
provenientes de especies de referencia como de melina (figuras 2g-2j).
Por lo cual, este buffer fue seleccionado para el aislamiento de nucleos
en todas las especies analizadas.
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Figura 2. Graficos de dispersiéon de la poblacién de ndcleos de diferentes especies
vegetales de acuerdo con el tipo de buffer de extracciéon empleado. a) Buffer OTTO
con muestra de melina sin fluorescencia, SF) y b) con fluorescencia, CF; c) Buffer
Lutz con muestra de melina sin fluorescencia y d) con fluorescencia; e) Buffer
Loureiro con muestras de melina sin fluorescencia y f) con fluorescencia; g) Buffer
LBO1 con muestra de ndcleos de tomate y h) de soya, ambas analizadas con
fluorescencia; i) Muestra de melina con buffer LBO1 sin agente fluorescente y j) con
agente fluorescente. En los recuadros se denotan las poblaciones de nulcleos

intactos correspondientes a los picos de fluorescencia emitida.
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Se analizaron los valores de intensidad de fluorescencia de las
poblaciones de nucleos obtenidos a partir de las suspensiones de soya,
rabano y tomate utilizando el buffer LBO1. En el caso de tomate y soya
se observaron los picos GO/G1l con intensidades promedio de
fluorescencia cercanas a 189 y 60, respectivamente (tabla 2). Sin
embargo, en el caso de soya la intensidad de fluorescencia no coincidio
con los intervalos de fluorescencia reportados para esta especie
(Dolezel et al., 1994), y no arrojé un valor de fluorescencia superior al
de tomate como era lo esperado segun su mayor valor C. Por tal
motivo, este indicador no fue empleado como referente.

Tabla 2. Valor promedio de fluorescencia de nucleos y coeficiente de
variacion para las diferentes especies evaluadas

Especie Valor promedio de fluorescencia Coeficiente de
pico G0/G1 variacion
(%)
Glycine max 60 + 2.085 34
Raphanus sativus 110 + 2.10 1.9
Solanum lycopersicum 189.2 + 1.41 0.7
Gmelina arborea 92.35+0.44 0.47

En el caso de rabano los picos se definieron mejor y se observé que el
pico GO/G1 (valor promedio de fluorescencia 110) estaba muy cercano
al pico de melina; en el caso de tomate el pico GO/G1 se definid
claramente con un valor promedio de 189.2 (tabla 2). En cuanto a
melina el analisis dio un promedio de fluorescencia del pico GO/G1 de
92.35, lograndose observar un pequefio pico correspondiente a nucleos
en fase G2 (figura 3).
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Figura 3. Histogramas de fluorescencia de poblaciones de nicleos provenientes de

poblaciones de: a) tomate (Solanum lycopersicum) y b) melina (Gmelina arborea).

Se indican los picos correspondientes a las poblaciones de nucleos en fase GO/G1.
Los valores de fluorescencia se encuentran en escala logaritmica.
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Estimacion del valor C en Gmelina arboérea

Para la estimacion del valor 2C en G. arborea se utilizaron las
intensidades medias de fluorescencia del estandar de tomate y de
melina, asi como el valor 2C reportado para tomate, (1.96 pg de
acuerdo con Dolezel, 2007).

Valor 2C (pg) = 1.96 x (92.35/189.20) = 0.95
Valor C (pg)= 0.48

Con el fin de corroborar este resultado se calcul6 el valor 2C de rabano
empleando como referencia el tomate. El valor 2C de rabano obtenido
aplicando la formula fue de 1.14 pg, valor que difiere muy poco con
respecto al tedrico (1.11 pg, error del 2.6 %). Si bien el rabano arrojo
un mayor coeficiente de variacion en la lectura de fluorescencia,
comparado con el tomate (tabla 2), se calcul6 de igual manera el valor
2C de melina empleando como referencia el rabano (2C = 1.11 pg, con
una fluorescencia de 110), lo que arrojé un valor 2C para melina de
0.93 pg, lo que equivale a un valor C de 0.47 pg (455.70 Mpb).
Teniendo en cuenta los valores obtenidos con las dos especies
empleadas como estandares (tomate y rabano), tanto el valor 2C,
como el tamafo de genoma de melina se estimaron como promedios
de los valores obtenidos por medio de cada referencia: valor C (melina)
= 0.47 pg, equivalente a un tamafo de genoma haploide de 461.60
Mpb.

DISCUSION

La utilidad de la citometria de flujo en la estimacién del contenido de
ADN ha sido evidenciada en diferentes especies. Sin embargo, varios
factores como la seleccién del buffer adecuado, el grado de maceraciéon
del tejido o caracteristicas propias del tejido vegetal, como la ubicaciéon
dentro de la hoja, la presencia de metabolitos secundarios o sustancias
mucilaginosas, afectan el éxito en su estimacion (Srisawat,
Pattanapanyasat y Dolezel, 2012; Wang, Liu y Kang, 2015).
Adicionalmente, Jedrzejczyk y Sliwinska (2010) indican que, en el caso
de especies lefiosas, es comun la presencia de inhibidores que pueden
interferir en una adecuada tincion de los nucleos.
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La seleccion de un buffer de extraccion adecuado es clave para la
obtencion de suspensiones con nucleos intactos y baja cantidad de
detrito (Loureiro, Rodriguez, Dolezel y Santos, 2007). Por lo cual, para
la normalizacion del proceso de extracciéon de nudcleos, se evaluaron
distintos buffers reportados comunmente en la literatura. A pesar de
ello, para la mayoria de especies evaluadas (melina y especies de
referencia empleadas como estandares), se encontr6 una gran
cantidad de detrito y un alto coeficiente de variacion, por lo cual se
selecciond al buffer LBO1 como el mas adecuado para la estimacion del
valor C en melina.

La seleccion de la especie de referencia también es relevante para una
adecuada estimacion del tamafo del genoma de la especie de interés.
Para verificar la utilidad de las especies evaluadas, asi como para
determinar los mejores estandares a emplear con respecto a la especie
de estudio, es necesario contar con mas de dos o tres indicadores con
valores C diferentes, con el fin de verificar la correspondencia entre las
intensidades de fluorescencia y los valores 2C reportados en la
literatura. Esta verificacion, basada en una comparacion entre
estandares, permitiéo descartar uno de los tres empleados (soya) en el
analisis, debido a que los datos no fueron coherentes ni con respecto
a los otros dos, ni con la teoria o literatura; probablemente, este
resultado esta relacionado con la menor calidad de las suspensiones
nucleares obtenidas, representada por un mayor coeficiente de
variacion entre todos los estandares evaluados (tabla 2). Adicional a lo
anterior, de acuerdo con Dolezel (2007), para una mejor determinacion
del valor C de una especie desconocida, la especie de referencia
empleada como estandar debe contener un valor C cercano al de la
especie de interés, evitando que sea demasiado cercano como para
observar picos solapados en los histogramas de fluorescencia. Con
base en estos criterios, rabano y tomate fueron las especies de
referencia con un valor C mas cercano al de melina; sin embargo, en
el caso de rabano, el pico GO/G1 solapaba con el de melina, y para el
caso del tomate, el pico G2 solapaba parcialmente con el GO/G1 de
melina. Con lo cual, no fue posible realizar un analisis empleando los
nudcleos de la especie de referencia interna, en la misma corrida de
citometria de la muestra problema (nucleos de ambas especies
mezclados), algo que permite una menor fuente de variacién debido a
posibles diferencias entre corridas o entre tinciones independientes.
Dolezel et al. (2007) y Greilhuber (2008) indican ademas que son
deseables coeficientes de variacion menores al 5 % en los valores de
intensidad de fluorescencia de los picos GO/G1. En el caso de melina
se determind un coeficiente de variacion de 0.75 %, y en el caso de los
estandares empleados fueron de 0.7 y 1.9 % para tomate y rabano
respectivamente: todos inferiores al 5 %; con lo cual se infiere una alta
confiabilidad en los resultados obtenidos, si bien el error estimado en
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la determinacion del valor C y tamafo de genoma para melina a través
de los dos métodos empleados fue del 2.6 %.

De acuerdo con las categorias establecidas por Leitch (1998), el
genoma de melina se ubica dentro de las especies con genoma muy
pequefio (2C < 1.4 pg). Al comparar el valor C estimado para melina
con el de otras especies vegetales, este es aproximadamente tres
veces mayor que el de Arabidopsis thaliana (Leitch et al., 2019), pero
bastante cercano al de Populus trichocarpa, la especie forestal modelo
(0.49 pg) (Tuskan et al., 2006). Con respecto a la familia (Lamiaceae),
este valor es muy cercano al reportado para otra especie maderable
tropical de gran importancia econémica: la teca Tectona grandis, con
un valor C de 0.48 pg equivalentes a 465 Mpb (Ohri y Kumar, 1986).
Con relacion a otras especies de la misma familia, el valor es cercano
al de Salvia sp y Melitis sp; sin embargo, para la misma familia los
valores C varian de 0.28 hasta 6.24 pg (Leitch et al., 2019).

De acuerdo con Loureiro et al. (2006), los cambios en los valores C en
el mismo taxa pueden estar relacionados con distintos niveles de
ploidia y numeros cromosoémicos. En el caso de melina se han
reportado diferentes numeros cromosémicos 2n= 38, 40 (Prota, 2016),
lo cual, ademas del genotipo, podria generar pequefios cambios en el
valor C estimado. Adicionalmente, los valores pueden cambiar de
acuerdo con el tipo de agente de tinciéon utilizado; al respecto, Bourge
et al. (2018) indican que los agentes intercalantes simples como el
yoduro de propidio son poco sensibles a la composiciéon de bases, lo
cual puede generar diferencias en las estimaciones con respecto a otros
agentes.

Si bien no existe una relacion directa entre tamafo de genoma y
numero de genes en organismos eucariotas y en particular en plantas
(pues la expansiéon de tamafno de los genomas se relaciona mas con la
acumulacion de secuencias repetitivas dispersas, la mayoria no
génicas, como por ejemplo los transposones o0 elementos
transponibles), es posible acercarse a una estimacion basada en el
conocimiento existente de genomas de especies modelo con genoma
secuenciado. Asi, basado en que la planta modelo A. thaliana tiene un
tamafno de genoma de 135.6 Mpb y cerca de 27600 genes codificantes
y 6500 no codificantes, y el arbol modelo P. trichocarpa tiene un
tamafio de genoma de 423 Mbp, 41 300 genes codificantes y 1012
genes no codificantes (Hunt et al., 2018), queda evidente que no existe
una relacion directa entre tamafio y numero de genes,
independientemente del tipo de genes (codificantes o0 no). A pesar de
estas discrepancias, en el estudio de Elliot y Gregory (2015) se
encontré una moderada correlacidn positiva entre el nimero de genes
que codifican proteinas y el tamafo del genoma en especies
eucariontes. Teniendo en cuenta esta posible correlacion y que en
especies similares de la misma familia de melina como Tectona
grandis, cuyo tamarfo haploide de genoma fue estimado en 0.48 pg
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utilizando citometria de flujo (Ohri y Kumar, 1986), y cuyo numero de
genes fue estimado por secuenciacion en 36 172 genes (Yasodha et
al., 2018). Probablemente en el caso de G. arborea el valor se
encuentre en un intervalo de 35 000 a 40 000 genes; no obstante, son
necesarios nuevos estudios, que empleen aproximaciones de genémica
estructural y funcional, que permitan definir con claridad el numero de
genes presentes en el genoma de melina.

CONCLUSION

Con el protocolo utilizado se determiné un valor C de 0.47 pg
equivalente a un tamafio de genoma haploide de 467 Mpb para
Gmelina arborea; es posible que este valor pueda cambiar de acuerdo
con el genotipo y a la variacién en el niumero cromosémico 2n de la
especie. Sin embargo, esta primera estimacion puede ser util como
base para nuevas investigaciones complementarias que permitan
validar el valor encontrado, o destinadas a evaluar variaciones del
mismo en la poblacion, asi como para otras areas de aplicacion
biotecnolégica o de mejoramiento genético en esta importante especie
forestal.
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